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研究成果の概要（和文）：ホヤの卵には特定の領域に局在して発生を制御する母性mRNAが存在する。これらの母
性mRNAの局在機構は不明である。我々の研究グループが開発したMASK法は卵内での遺伝子機能を阻害できる画期
的な手法であり、mRNAの局在メカニズムの詳細を解明するブレイクスルーとなりうる。しかしながらMASK法の原
理が不明なことが欠点であった。本研究の最大の成果はその動作原理を解明したことである。MASK法では、遺伝
子機能を阻害する人工DNAからpiRNAと呼ばれる小分子RNAが作られ、ターゲット遺伝子のmRNAを分解することが
判明した。この解明によって、MASK法によって安定した遺伝子阻害が可能になった。
研究成果の概要（英文）：A group of mRNA is localized at the specific region in eggs of ascidians. 
Mechanisms of the mRNA localization have not been understood. We have recently developed the novel 
genetic method MASK that knocks down genes in the eggs in the ascidian Ciona. The mechanisms how 
maternal genes are knocked down by MASK was unknown. In this research, we showed the mechanisms of 
MASK. In the MASK transgenic lines, piRNA-like small RNAs are produced from the MASK vector in the 
transcription-dependent manner. The piRNA-like small RNAs induce degradation of mRNA of targeted 
maternal gene. Because piRNAs are produced by the ping-pong mechanism, the addition of such an 
element in the MASK vector will increase the efficiency to knockdown target genes by MASK.
研究分野：発生遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 
海産無脊椎の脊索動物であるホヤの卵に
は、初期発生における細胞分化や形態形成を
指定する母性因子が蓄積していることが 100
年以上もの前から知られている。これらの因
子の多くは母性 mRNA であり、またその一
部は卵の特定の領域へと局在しており、その
局在パターンがホヤの発生を正常に進行さ
せるために必要である。しかしながら、母性
mRNA を局在させる分子メカニズムについ
てはほとんど分かっていないのが現状であ
った。その理由の 1つは、ホヤにおいては母
性因子研究にとって中心的な技術である遺
伝学的手法が発達しておらず、母性因子の機
能を阻害することが難しいことであった。 
 私の主宰する研究室では、ホヤの一種であ
るカタユウレイボヤに、トランスジェニック
系統樹立や突然変異体作製方法などの遺伝
学的手法を導入し、母性因子研究に必要とな
る技術基盤を構築してきた。特に我々は、
MASK 法と名付けた新しい母性因子ノック
ダウン方法を開発した。このMASK法では、
ノックダウンのターゲットとなる母性因子
をコードする遺伝子の転写調節領域と 5’非翻
訳領域（5’UTR）を用いて GFP を卵で発現
させると、GFPのみならずターゲットした遺
伝子の母性発現が抑制される。ターゲット遺
伝子が胚性の発現を示す場合、MASK法では
母性発現のみがノックダウンされるため、従
来の方法では難しかった、遺伝子の母性の機
能と胚性の機能を区別することが可能であ
る。MASK法は逆遺伝学的手法であり、研究
者が任意の遺伝子をターゲットとして解析
できることが期待できることもあり、この方
法によって、カタユウレイボヤにおける母性
因子機能を包括的に解析するブレイクスル
ーがもたらされると判断された。一方で
MASK法には、遺伝子がノックダウンされる
メカニズムが不明であるという欠点があり、
その解決が重要であった。 
 
２．研究の目的 
 
ホヤの卵内には母性 mRNA が特定の領域
に局在しており、初期発生における細胞分化
や形態形成の制御を担っている。これらの母
性 mRNA の局在するメカニズムは不明であ
り、その解明がホヤの発生の理解に必須であ
る。本研究では MASK 法を用いて卵で機能
する遺伝子の機能を抑制することを通じて、
mRNAの局在を担う分子的実体を同定し、局
在の分子メカニズムを解明する。また、
MASK 法の動作機構が不明であるためこれ
を解明することによって、より洗練されたテ
クニックへと昇華することも狙う。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ホヤの1種であるカタユウレイボヤを
材料に用いる。ホヤの母性 mRNAの局在は細
胞骨格系・モータータンパク質と RNA 結合
タンパク質に依存することが予想されてお
り、これらをコードしており、かつ卵内で発
現する遺伝子の転写調節領域を単離し、ノッ
クダウンベクターを作製する。ノックダウン
ベクターをトランスポゾン技術を用いてゲ
ノムへと挿入させたカタユウレイボヤ系統
を作製する。系統の卵を受精させ、発生に異
常が生じるものを選別する。それらの卵にお
けるターゲット遺伝子のノックダウンを in 
situ ハイブリダイゼーション法や RT-PCR 法
によって確認する。また、母性 mRNAの局在
への影響についても同様の手法によって調
べ、本来局在するはずの mRNAが局在しなく
なる異常を示すことを調べる。局在に関与す
る遺伝子が同定されれば、それらの遺伝子が
コードするタンパク質機能について、GFP融
合タンパク質や抗体作製などの技術、局在
RNA との結合などの解析によってその詳細
を解析して mRNA 局在のメカニズムを明ら
かにする。 
 
（２）MASK法の動作原理として、ノックダ
ウンベクターから合成された small RNAが関
与していることが推定されている。まずレポ
ーター遺伝子やベクター内のトランスポゾ
ン領域、ベクターバックボーン配列など様々
な領域を改変したノックダウンベクターを
作製し、これらのベクターをもったカタユウ
レイボヤ系統を作製する。作製された系統に
おけるターゲット遺伝子のノックダウンの
有無を記録する。また、卵巣から small RNA
を単離し、それらの配列を次世代シークエン
スで同定する。ノックダウンの有無とベクタ
ーの改変箇所、それらのベクターから合成さ
れた small RNAを比較し、ノックダウンに必
要なベクター内条件を明らかにする。またノ
ックダウンを起こしていると推定される
small RNAについては強制発現を試みること
による検証を進める。以上の実験を通じて
MASK法の原理に迫り、その情報を基に再現
性高くノックダウンを引き起こすことがで
きるベクターの構築など、手法の改良を目指
す。 
 
４．研究成果 
 
（１）モータータンパク質およびRNA結合タ
ンパク質のMASK法によるノックダウン 
カタユウレイボヤの卵で発現を示す、モー
タータンパク質と RNA 結合タンパク質をそ
れぞれ 4および 5種類選択し、それらの転写
調節領域と 5’ UTRをコードするDNA領域を
PCR法で単離した。これらのDNA断片をGFP
遺伝子とつなぎ、トランスポゾンMinosへと
組み込んだノックダウンベクターを作製し
た。これらのベクターを用いてカタユウレイ
ボヤを形質転換させ、形質転換体の卵からの
発生を観察することで発生異常を示す系統
のスクリーニングを試みた。合計 16 系統を
スクリーニングしたものの、目立った表現型
を示す系統を得ることができなかった。また
13 系統においてターゲット遺伝子のノック
ダウンの有無を調べたところ、12系統におい
てノックダウンが生じていないことが判明
した。原因として、ノックダウンを起こすた
めに必要な要素が構築したベクターにおい
て欠けていること、例えば単離した転写調節
領域に母性での発現を誘導する活性がない
ことなどが予想された。このため、これらの
問題点を解決することが重要であると考え
られた。 
 
（２）新規ノックダウンベクターの構築と母
性因子のノックダウン 
上記のように、第 1世代のMASKベクターで
は様々な遺伝子に対するノックダウンは非
効率であることが分かり、その代替方法の構
築を検討した。具体的には、ノックダウンさ
せるための DNA 配列の母性発現をドライブ
する転写調節領域を、ターゲット遺伝子のも
のではなく再現性高く発現誘導できるもの
に固定したベクターを構築した。このベクタ
ーを用いて Y-box 型 RNA 結合タンパク質を
コードする遺伝子のノックダウンを試みた
ところ、4 系統のうち 1 つの系統において、
幼生期に尾部の伸長が異常になる表現型を
再現性高く得ることに成功した。この表現型
は maternal T遺伝子をノックダウンしたもの
に酷似しており、今後は両者の関係性を含め
て解析し、Y-box 遺伝子の機能に迫る予定で
ある。 
 
（３）MASK法の代替法の検討 
MASK 法によるノックダウンと平行して、
ゲノム編集技術による母性発現遺伝子のノ
ックアウト法の樹立を進めた。カタユウレイ
ボヤでは TALEN を用いた効率よいノックア
ウト法を我々のグループが構築しており、特
に生殖細胞系列に変異を導入できる手法を
確立している。この系を用いた。母性発現遺
伝子に対してノックアウト効率の高い
TALENを 7遺伝子に対して構築した。 
 
（４）MASK法の動作原理の解明 
MASK 法によって遺伝子の母性発現がノ
ックダウンされる原理を調べる目的で、
Ci-pem 遺伝子のノックダウンベクターを使
ってベクターに改変を加え、ノックダウンに
必要な DNA 配列の探索を行った。これまで
の解析では、MASK ベクターには必ず eGFP
の配列とMinosトランスポゾンが含まれてい
たため、これらの必要性を追求する目的で、
eGFP 配列を全く含まず、レポーター遺伝子
を別のもの（wild type GFP, Kaede, DsRed, 
Kusabira Orange）に改変した複数のベクター、
トランスポゾンを従来の Minosから Sleeping 
Beautyに改変したもの、トランスポゾン配列
を含まないベクターを作製して Ci-pem のノ
ックダウンの有無を検証した。結果、どの改
変型ベクターでもノックダウンは生じたた
め、ノックダウンを引き起こすベクター内の
特別なDNA配列は存在しないと結論づけた。 
 Ci-pem 遺伝子については様々なデザイン
の MASK ベクターによるノックダウン系統
を作製してきた。また、ノックダウンの実績
のあるベクターをトランスジーンとして有
するにもかかわらず、ノックダウンが生じな
い系統も得ている。これらの Ci-pem 遺伝子
の MASK 系統において特異的に発現してい
る small RNA を解析したところ、これらの
RNA は piRNA の特徴を有することが判明し
た。この RNA 群を MaskRNA と名付けた。
MaskRNA は転写依存的に作製されること、
つまりノックダウンベクター内で転写され
ない領域からは生じないこと、同一の DNA
配列からは、系統やベクターのデザインが異
なっても相同な MaskRNA が合成されること、
逆にノックダウンする遺伝子が同一であっ
ても例えば異なるレポーター遺伝子からは
異なるパターンで MaskRNA が合成されるこ
と、が判明した。MaskRNAが piRNAの一種
であると判断されたことから、MaskRNA は
piRNA の合成機構の、特に ping-pong 機構に
よって転写依存的に合成されることや、生殖
細胞特異的に合成されるであろうことが予
想され、MASK法が生殖細胞特異的であるこ
とや、母性発現遺伝子の転写調節領域やター
ゲットとする遺伝子の部分配列がベクター
内に必要であることがうまく説明できる結
果であった。次世代のMASKベクターとして
は、piRNA合成機構をミミックしたデザイン
にすることで、より効果的にノックダウンを
生じさせることができると予想される。以上
のことを論文として発表した。 
 
（５）トランスジェニック系統作製の新手法
の構築 
 MASK法の効果的な運用のためには、遺伝
子組換え系統を迅速にまたローコストで作
製できるシステムが必須である。この基盤達
成のために、PhiC31によるトランスジェニッ
ク系統作製方法のカタユウレイボヤへの導
入を試みた。PhiC31の組換え認識配列を有す
るカタユウレイボヤ系統の樹立、PhiC31がカ
タユウレイボヤゲノムにおいて組換えを引
き起こすこと、組換え効率はカタユウレイボ
ヤの従来の形質転換法であるトランスポゾ
ンを用いた手法と比べて高効率であろうと
予想されること、を期間内に突き止めた。 
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